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    目的： 
1. 检测肝癌细胞耐药株模型的耐药性。 
2. 检测 ERK1/2 信号通路的特异性抑制剂索拉菲尼和 PD98059 对肝癌耐药
细胞株耐药性的影响，以明确下调 ERK1/2 活性是否可以逆转肝癌细胞耐药性。 
3. 检测经典耐药逆转剂环孢霉素 A 对 ERK1 和 ERK2 表达水平的影响，初
步探索 ERK1/2 信号通路与逆转肝癌细胞耐药性之间的关系。 
方法： 
1. 使用阿霉素对人肝癌细胞株 SMMC-7721 和 BEL-7402 进行大剂量冲击方
法诱导得到肝癌耐药株模型。采用 Celltiter-Glo 荧光细胞活性检测方法进行药敏
实验并计算耐药指数，确定耐药细胞株的耐药性。 
2. 用 MTT 法检测索拉菲尼、PD98059 及环孢霉素 A 对肝癌细胞的毒性。 
3. Western Blot 检测索拉菲尼、PD98059 及环孢霉素 A 作用后耐药细胞
ERK1、ERK2 表达水平的变化情况。 
4. 采用 Celltiter-Glo 荧光细胞活性检测方法检测索拉菲尼、PD98059 及环孢
霉素 A 作用后耐药细胞株对阿霉素敏感性的变化情况。 
    结果： 
1. 阿霉素诱导得到肝癌耐药细胞株 SMMC-7721/ADM 和 BEL-7402/ADM。
与亲本株相比，耐药细胞株对阿霉素的敏感性明显下降，阿霉素的半数抑制浓度
（IC50）显著升高。SMMC-7721/ADM 及 BEL-7402/ADM 的耐药指数分别为
16.44、20.34。 
2. 索拉菲尼及 PD98059 分别作用于耐药细胞株后，ERK1、ERK2 的总表达
水平无变化，磷酸化水平显著降低，且药物的作用浓度越高，效果越明显。与对
照组相比，索拉菲尼及 PD98059 均提高了耐药细胞株对阿霉素的敏感性。 
3. 与对照组相比，经环孢霉素 A 作用后，耐药细胞株对阿霉素的敏感性明
















    结论： 
1. 诱导得到的耐药株SMMC-7721/ADM和BEL-7402/ADM表现出稳定的耐
药性。 
2. 通过下调 ERK1/2 活性可以逆转肝癌耐药细胞株的耐药性。 
3. ERK1/ERK2 磷酸化水平降低并未参与环孢霉素 A 对肝癌细胞的耐药逆转
作用。下调 ERK1/2 信号通路活性并不是逆转肝癌细胞耐药的唯一途径。 

















1. To induce poly multidrug resistant (MDR) cell models from human 
hepatocellular carcinoma (HCC) cell lines by chemotherapy drugs and detect 
resistance of the developed HCC MDR cells. 
2. To detect the effects of ERK1/2 pathway inhibitors sorafenib and PD98059 on 
resistance of HCC drug-resistant cells, thus to explore if down-regulating 
ERK1/ERK2 could reverse resistance of HCC MDR cells. 
3．To determine the effect of classic reversal agent Cyclosporine A (CsA) on the 
ERK1/2 expression level. Preliminarily explore the relationship between ERK1/2 and 
reverse of MDR. 
    Methods 
 1. Human hepatocarcinoma cell lines SMMC7721 and BEL7402 were exposed 
to high concentration of ADM transiently. CellTiter-Glo luminescent cell viability 
assay was used to evaluate drug sensitivity. And then the resistance index was 
calculated to evaluate drug resistance of the MDR models. 
2. Detect the toxicity of sorafenib, PD98059 and CsA to MDR hepatocellular 
carcinoma cell models by MTT assay. 
3. Western blot assay was used to detect expression levels of ERK1/ERK2 in 
HCC MDR cells after treatment of sorafenib, PD98059 and CsA. 
4. SMMC7721/ADM and BEL7402/ADM cells were treated by ADM combined 
with sorafenib, PD98059 or CsA, then CellTiter-Glo luminescent cell viability assay 
was used to detect cell viability and reversal fold was calculated. 
Results 
1. Compared to parent cells, the induced MDR cells showed less sensitivity to 















SMMC7721 cell lines. The IC50 of ADM for BEL7402/ADM was 20.34 times higher 
than that of BEL7402 cell lines. 
2. After treatment with PD98059 or sorafenib, expression of pERK1/2 decreased 
dose-dependently. After treatment with 5 μΜ PD98059, the IC50 of ADM for 
SMMC7721/ADM and BEL7402/ADM cells reduced to 0.8±0.056 μg/ml and 
1.583±0.284 μg/ml, respectively. After treatment with 2.5 μΜ sorafenib, the IC50 of 
ADM for SMMC7721/ADM and BEL7402/ADM cells reduced to 0.264±0.049 μg/ml 
and 1.099±0.135 μg/ml, respectively. 
3. When combined with 4 μg/ml CsA, the IC50 of ADM in SMMC7721/ADM 
and BEL7402/ADM cells reduced to 0.349±0.023 μg/ml and 0.427±0.039 μg/ml, 
respectively. CsA increased expression levels of pERK1/2 without affecting the total 
ERK1/2 levels. 
Conclusions 
1. SMMC7721/ADM and BEL7402/ADM showed a stable drug resistance. 
2. Inhibiting ERK1/2 pathway activity can indeed reverse the MDR of HCC 
cells. 
3. Down-regulation of ERK1/2 pathway activity was not be involved in reversal 
function of CsA, which indicated that inhibiting the ERK1/2 pathway activity is not 
an unique way to reverse the MDR of HCC cells. 
Keywords 
















缩略词 英文全称 中文全称 
ADM Adriamycin，Doxorubicin 多柔比星，阿霉素，亚德里亚霉素
APS Ammonium persulfate 过硫酸铵 
ATP Adenosine triphosphate 腺嘌呤核苷三磷酸，三磷酸腺苷 
Bcl-2 B cell lymphoma 2 B 细胞淋巴瘤基因-2 
BSA Bovine Serum Albumin 牛血清白蛋白 
Chk2 Checkpiontkinase2 细胞周期检测点激酶 2 
CsA Cyclosporine A 环孢霉素 A 
DMSO Dimethyl Sulfoxide 二甲基亚砜 
DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
ECL Enhanced chemiluminescence 化学发光自显影 
EDTA Ethylene Diamine Tetracetic Acid 乙二胺四乙酸 
EGF Epidermal Growth Factor 表皮生长因子 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 表皮生长因子受体 
ERK Extracellular signal-regulated kinase 细胞外信号调节激酶 
FAK Focal adhesion kinase 黏着斑激酶 





GST Glutathione S-Transferase 谷胱甘肽 S-转移酶 
GTP Guanosine triphosphate 鸟嘌呤-5’-三磷酸，三磷酸鸟苷
HBV Hepatitis B Virus 乙型肝炎病毒 
HCC Hepatocellular Carcinoma 肝细胞癌 
HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶 
IC50 50% Inhibiting concentration 半数抑制浓度 















JNK C-Jun N-terminal kinase C-Jun 氨基末端激酶 
KD Kilo dalton 千道尔顿 
LRP Lung resistance related protein 肺耐药相关蛋白，MVP 
MAb Monoclonal antibody 单克隆抗体 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 丝裂原活化蛋白激酶 
MDR Multi-drug resistance 多药耐药 
MMP Matrix metalloproteinase 基质金属蛋白酶 






OD Optical Density 光密度 
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
PBS Phosphate-Buffered Saline 磷酸盐缓冲液 
P-gp P-glycoprotein P-糖蛋白 
PKC Protein Kinase C system  蛋白激酶 C 
PS Penicillin-Streptomycin 青-链霉素 
PTK Protein tyrosine kinase 蛋白酪氨酸激酶 
PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯 
RI Resistance index 耐药指数 
Rpm Rotation per minute 转每分钟 
ROS Reactive oxygen species 活性氧 
RPMI1640 Roswell Park Memorial Institute 1640media RPMI 1640 培养基 
SDS Sodium dodecyl sulphate 十二烷基磺酸钠 
TBS Tris Buffered Saline 三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水 
TEMED N，N，N，N-tetramethyl ethylene diamine 四甲基乙二胺 
TNF Tumor necrosis factor 肿瘤坏死因子 
Topo Topoisomerase 拓扑异构酶 
Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane 三羟甲基氨基甲烷 





















  材料与方法••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••06 
  结果•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••16 
  讨论•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••25 
  结论•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••31 
小结••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••32 
参考文献••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••33 

















Table of Contents 
Abstract in Chinese•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••Ⅰ 
Abstract in English••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••Ⅲ 
Table of abbreviations and acronyms•••••••••••••••••••••••••••••••••••V 
Preface•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••01 
Study on the behavior of ERK1/2 signal pathway in reversing 
multidrug resistance of hepatocellular carcinoma 
cells•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 06 
  Materials and Methods••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••06 
  Results••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••16 
  Discussion••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••25 
  Conclusion•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••31 
Summary•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••32 
References•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••33 
Review, Research progress on the methods to reverse multidrug 



















    原发性肝癌是全球 第五大常见的恶性肿瘤，占 肿瘤致死原因的第三位，全球




致机体的原癌基因 激活或者抑癌基因失 活、细胞周期 紊乱、细胞凋亡受阻、细胞







影响细胞代谢等基 本功能，起到杀灭肿 瘤细胞、抑制肿瘤细胞生 长繁殖和促进肿
瘤细胞分化作用 的治疗方法。目前应用的化疗药物大致可 分为烷化剂、抗代谢类
药物、抗生素 类、植物碱类、激素 类、杂类等。尽管化疗药物种类繁多，且新的
抗 肿瘤药物不断问世，新的化 疗方案不断推出，然而肝 癌化疗缓解率并未因此明
显提升，相当一部分患者化疗效果并不 尽如人意，肝癌因 此被认为是化疗 敏感性
差的肿瘤。 
    肝癌细胞多药耐药（Multidrug resistance，MDR）的产生严重影响肝癌化疗
效果，降低了患者的生存质量。MDR 是指肿瘤细胞对一种化疗药物出现耐药的
同时，对其它结构及作用机制不同的化疗药物也产生交叉耐药的现象。当前认为
肿瘤细胞的耐药机制可能有以下几方面：1. MDR1 基因及 P－糖蛋白
( P-glycoprotein，P-gp) 的增加 P-gp 是具有能量依赖性药泵功能的跨膜糖蛋白, 
可以将带有正电荷的亲脂类药物从细胞内泵出细胞外，降低细胞内的有效药物浓















加[2]。2.多药耐药相关蛋白( Multidrug resistance-associated protein，MRP) 与肺耐





进药物排出细胞外 , 降低抗肿瘤药物的疗效 [5] 。 4. DNA 拓扑异构酶
( Topoisomerase, TOPO) 和蛋白激酶 C( Protein Kinase C, PKC) 的活性降低。5.
细胞凋亡程序受阻。如 P53，chk2, bcl-2 等基因的表达与调控异常均可导致细胞
耐药的产生[6]。 
    迄今为止，肝癌耐药的逆转方法主要有以下几种：1.化学药物逆转 化学药





胞的凋亡、钙通道阻滞作用、影响 MDR1 或 MRP 基因的表达、调控 P-gp 的表
达、降低相关酶的活性等[7]。相比其他逆转方法，中医药具有毒性小、多靶点、
来源广、价格低等优势，故在中药中筛选有效成分用来逆转耐药是研发 MDR 逆
转剂的一个重要方向。3.基因技术逆转 主要包括 RNA 干扰、反义技术、核酶等。
随着人们对肿瘤耐药发生机制的进一步探索及分子生物技术的快速发展，越来越
多的研究表明肿瘤细胞产生耐药性是由于某些基因表达不协调，造成一些与多药
耐药相关的蛋白表达和酶活性上调或下降, 因此从基因水平着手逆转 MDR 是
解决肿瘤耐药的根本途径。4.免疫逆转 该方法主要是采用针对 P-gp 的单克隆抗
体，通过抑制 P-gp 的药泵功能和灭活 MDR1 基因起到增加 MDR 细胞的化疗敏




























步探索，发现 MAPK 信号传导通路很可能参与了肿瘤细胞的耐药过程。 




5 个 MAPK 亚家族: 细胞外信号调节激酶( ERK) 、c-Jun N-末端激酶( JNK 
/SAPK) 、p38 激酶同工酶( p38A、p38B、p38C 和 p38D) 、ERK3/ERK4、ERK5[8, 
9]。其中，Ras/Raf/MEK/ERK1/2 途径，即 ERK1/2 ( Extracellular signal-regulated 





























细胞的 mdr1 和 P-gp 表达水平增加，然后通过使用 ERK 抑制剂 PD98059 发现，
mdr1 和 P-gp 的表达水平均下调，且淋巴瘤细胞的耐药性被逆转，该结果提示
人淋巴瘤细胞在化疗药物作用过程中，可能通过 ERK 信号传导通路作用于 mdr1 
基因，增加 mdr1 的转录和翻译，进而促进其产物 P-gp 表达增加，通过泵功能
将化疗药物排出细胞外，产生耐药现象。朱等[12]检测到在经微环境诱导得到的人
肝癌耐药细胞中，与肝癌亲本细胞相比，磷酸化的 ERK/MAPK 表达水平明显升
高，并且经 ERK 信号通路的特异性阻断剂 U0126 作用以后，MDR 相关基因及
蛋白如 mdr1、MRP1、LRP 等的表达水平均有一定程度降低，其结果表明
ERK/MAPK 信号传导通路极有可能介导了肝癌细胞的多药耐药过程。赵等[13]发
现在 3 株人胰腺癌耐药细胞中 ERK 表达水平均升高，经 ERK 信号通路抑制剂
作用后，耐药胰腺细胞株对某些化疗药物(ADM，Fu，吉西他滨) 敏感性均增加，
该结果提示 ERK 信号传导通路可能参与了胰腺癌细胞的耐药过程，该研究还检
测了 Bcl-2 蛋白的磷酸化水平，结果表明 ERK 信号传导通路参与胰腺癌细胞耐
药的机制可能是通过调节 Bcl-2 蛋白的表达。以上研究成果表明，调节细胞内
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